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@ Proc^6 de preparation de systdmes colloidaux disperaibles de lipides amphiphtles sous forme de liposomes 
submicroniques. 

(g) Proc6de de preparation de systdmes colloidaux dispersi- 
bles de lipides amphlphlles. sous forme de liposomes ollgota- 
mellaires submicroniques. dont la paroi est constituee par les 
lipides et eventuellement d'une substance A et dont le noyau 
est constitue par de Teau ou d une solution aqueuse , et 
contenant eventuellement une substance B, caracterise en ce 
que : (1) on prepare une phase liquide constituee essentielle- 
ment par une solution des lipides et Eventuellement de la 
substance A dans un solvant ou dans un melange de solvants. 
et pouvant contenir la substance B en solution, (2) on prepare 
une seconde phase liquide constituee essentietlement par de 
i'eau ou une solution aqueuse de la substance B. (3) on ajoute. 
sous agitation moderee. la premiere phase a la seconde phase, 
de maniere a obtenir, une suspension colldtdale de liposomes, 
(4) si [*on desire, on ^limine tout ou partie du solvant ou du 
melange de solvants et de I'eau. de maniere a obtenir une 
suspension coUoTdale de concentration voulue en liposomes. 
Applications : medicaments, produits cosmetiques. 
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Description 

Precede de preparation de systemes colloTdaux dispersibles de lipides amphiphiles sous forme de liposomes 

submicroniques 



La presente invention a pour objet un procede de 
preparation de systemes colloTdaux dispersibles de 
lipides amphiphiles* sous forme de liposomes oligo- 
lamellaires submicroniques. 

On connaTt de nombreux documents decrivant la 
preparation et Tutilisation des liposomes, nofam- 
ment comme vehicules de substances biologlque- 
ment actives telles que les medicaments, proteines. 
enzymes, agents de diagnostic ou produits cosmeti- 
ques. Ainsi. des substances hydrosolubles peuvent 
etre encapsulees dans les espaces aqueux du 
liposome, ou des substances lipophiles peuvent etre 
incorporees dans la paroi lipidique. 

Un procede de preparation de systemes vesicu- 
laires oligolamellaires a deja ete decrit par Bamgham 
et coll. (J. Mol. Biol- 13, 238-252; 1965). Selon ce 
procede, les lipides et les substances lipophiles sont 
dissous dans un solvant organique et traites par une 
phase aqueuse sous forte agitation. Toutefois ce 
procede, comme la plupart des precedes connus qui 
en derivent, ne permet pas d'obtenir directement 
des liposomes de taille particulaire inferieure au 
micrometre, ce qui permettrait une bien plus grande 
stabilite des particules et de leurs dispersions. 

L'invention fournit un procede simple et applica- 
ble a grande echelle, de preparation de liposomes 
de taille submicroscopique. 

L'Invention conceme done un procede de prepa- 
ration de systemes colloTdaux dispersibles de lipides 
amphiphiles, sous forme de liposomes oligolamel- 
laire submicroniques , dont la paroi est constituee 
par lesdits lipides et eventuellement d*une subs- 
tance A et dont le noyau est constitue par, de I'eau 
ou d'une solution aqueuse, et contenant even 
tuellement une substance B, caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constituee 
essentiellement par une solution des lipides 
amphiphiles et eventuellement de la substance 
A dans un solvant ou dans un melange de 
solvants, et pouvant contenir la substance B en 
solution, 

(2) on prepare une seconde phase liquide 
constituee essentiellement par de Teau ou une 
solution aqueuse de la substance B, 

(3) on ajoute, sous agitation moderee, la 
premiere phase a la seconde phase, de maniere 
a obtenir, pratiquement instantanement. une 
suspension colloTdale de liposomes, 

(4) si Ton desire, on elimine tout ou partie du 
solvant ou du melange de solvants et de Teau, 
de maniere a obtenir une suspension colloTdale 
de concentration voulue en liposomes. 

La substance A, de nature lipophile, est destinee 
a modifier les caracteristiques physiques (charge 
electrique, rigidite) ou chimique de la paroi. Elle peut 
etre du cholesterol, de la stearylamine. de Tacide 
phosphatidique, de Talpha-tocopherol, un tensioac- 
tif non ionique, etc... 

La substance B est une substance biologique- 
ment active, notamment un principe actif medica- 



menteux ou un precurseur medicamenteux, un 
5 reactif biologique ou un produit cosmetique. La 
substance B est introduite dans la phase (1) si elle 
est lipophile et dans la phase (2) si elie est 
hydrophile. 

Les lipides amphiphiles peuvent etre des glycoli- 
10 pides, des phospho-aminolipides, et notamment les 
phospholipides, par exemple les lecithines (d*oeuf, 
de soja, etc.). 

Le solvant est de preference un alcool miscible a 
I'eau en toutes proportions, notamment I'ethanol. 
15 La concentration des lipides dans le solvant peut 
etre de 0,1 a IOO/0 en poids. de preference 1 a 50/0 en 
potds. 

II est avantageux que le volume de solvant utilise 
pour la phase (1) soit compris entre 5 et IOOO/0, par 
20 exemple environ 500/o, du volume d'eau de la phase 
(2), afin d'obtenir des liposomes de petite taille 
(notamment de 100 a 300 nm), 
^ On entend par ''agitation moderee" une agitation 
telle que Tagitation magnetique, de 10 a 500 rpm, par 
25 exemple environ 100 rpm. 

Ainsi I'invention permet d'obtenir des medica- 
ments, notamment sous forme injectable, et des 
produits cosmetiques qui sont tres stables. 
Les exemples suivants illustrent Tinvention. 

30 

Exemple 1 : Preparation de liposomes. 
Phase organique 1 

lecithine de soja (Epikuron 170} 2,0 g 
35 ethanol absolu 50,0 g 

Phase aqueuse 2 
Eau 100,0 g 

La phase 1 est ajoutee sous agitation magnetique 
40 a la phase 2. Le milieu devient immediatement 
opalescent par formation de liposomes. La taille 
moyenne des liposomes, mesuree immediatement 
apres preparation, dans un diffractometre a rayon 
laser (Nanostzer ^ de Coultronics), est de 180 nm, 
45 avec un Indice moyen de dispersion de 0,5. 

L'alcool est elimine sous pression reduite, et la 
suspension de liposome est filtree sur un verre f ritte 
(pores 9-15 nm). 

La taille des liposomes, a nouveau mesuree dans 
50 le filtrat demeure inchangee. 

L'examen en microscopie a transmission montre 
des liposomes oligolamellaires de taille homogene. 

Exemple 2 : Preparation de liposomes contenant du 
55 cholesterol (variante de Texemple 1). 

On procede comme dans I'exemple 1, mais en 
ajoutant 0,30 g de cholesterol a la phase alcoolique. 
Les liposomes obtenus presentant les memes 
caracteristiques que dans Texemple 1. 

60 

Exemple 3 : Variante de I'exemple 1. 

On procede comme dans I'exemple 1, mais en 
remplapant la lecithine de soja par de la lecithine 



2 

0349429A2 I > 



3 



EP 0 349 429 A2 



4 



d'oeuf. Les liposomes obtenus presentent les 
memes caracteristiques que dans Texemple 1. 

Exemple 4 : Variante de Texempie 2. 

On precede comme dans rexemple 2, mais en 
remplapant la lecithine de soja par de la lecithine 
d'oeuf. Les liposomes .obtenus presentent les 
memes caracteristiques que dans Texemple 1. 

Exemple 5 : Preparation de liposomes contenant un 
principe actif hydrophile. 

On precede comme dans I'exemple 2. mais en 
ajoutantO,20 g d'ampicilline (sel de sodium) dans ia 
phase aqueuse, 

Le taux d' Incorporation de rampicilline dans les 
liposomes, mesuree apres separation des lipo- 
somes de la phase aqueuse par chromatographie 
sur gel Sephadex. est de 1CK>/o. 

Exemple 6 : Preparation de liposomes contenant un 
principe actif lipophile. 

On precede comme dans I'exemple 1. mais en 
ajoutant 66,7 mg de muramyl-tripeptlde-cholesterol 
a la phase organique. Le taux d'incorporation du 
principe actif est de lOQo/o. 
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a 3. caracterise en ce que I'alcool est I'ethanol. 

5. Precede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 
concentration des lipldes dans le solvant est de 
0,1 a 100/0 en poids. 

6. Precede selon la revendication 5, caracte- 
rise en ce que la concentration des lipides dans 
le solvant est de 1 a 5 o/o en poids. 

7. Precede selon i'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que le 
volume de solvant de la phase (1) est compris 
entre 5 et 100 o/o du volume aqueux de la phase 
(2). 

8. Precede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
substance A est le cholesterol. 

9. Precede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7. caracterise en ce que la 
substance B est un medicament hydrosoluble. 

10. Precede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce que les 
liposomes ont une taille d'environ 100 a 300 nm. 



Revendications ^ 

1. Precede de preparation de systemes 30 ^ 
celloTdaux dispersibles de lipides amphiphiles, 

sous forme de liposomes oligolamellaires sub- - 
microniques, dont la parol est constituee par 
lesdits lipides et eventuellement d'une subs- 
tance A et dont le noyau est constitue par de 35 

Teau ou d'une solution aqueuse , et contenant - — - 

eventuellement une substance B, caracterise 

en ce que : '^^ 

(1) on prepare une phase liquide consti- 

tuee essentiellement par une solution 40 
desdits lipides et eventuellement de la 
substance A dans un solvant ou dans un 
melange de soivants, et pouvant contenir 
la substance B en solution, 

(2) on prepare une seconde phase 45 
liquide constituee essentiellement par de 

Teau ou une solution aqueuse de la 
substance B. 

(3) on ajoute. sous agitation moderee, la 
premiere phase a la seconde phase, de 50 
maniere a obtenir, pratiquement instanta- 
nement, une suspension coiloidale de 
liposomes. 

(4) si Ton desire, on 6limine tout ou 
partie du solvant ou du melange de 55 
solvants et de Teau, de maniere a obtenir 

une suspension colloTdale de concentra- 
tion voulue en liposomes. 

2. Precede selon la revendication 1 , caracte- 
rise en ce que les lipides amphiphiles sont des 60 
phospholipides. 

2. Precede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que ledit solvant est un alcool 
miscible a I'eau en toutes proportions. 

4. Precede selon Tune des revendications 1 65 
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@ Precede de preparation de systemes colloidaux dispersibles de liptdes amphiphiles sous forme de 
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de solvants et de Teau. de maniere a obtenir une 
suspension coIloVdale de concentration voulue en 
liposomes. 

Applications : medicaments, produits cosmeti- 
ques. 
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@ Precede de preparation de systemes colloTdaux 
dispersibles de lipides amphiphiles, sous forme de 
liposomes oitgotamellaires submicroniques. dont la 
parol est constituee par les lipides et eventuellement 
d*une substance A et dont le noyau est constitue par 
(V)de Teau ou d*une solution aqueuse . et contenant 
^eventuellement une substance B. caracterise en ce 
^que : (1) on prepare une phase liquide constituee 
j^essentiellement par une solution des lipides et even- 
^tuellement de la substance A dans un solvent ou 
p^dans un metenge de solvants. et pouvant contenir la 
^substance B en solution, (2) on prepare une seconde 
Cn phase Irquide constituee essentiellement par de Teau 
qOu une solution aqueuse de la substance B. (3) on 
ajoute. sous agitation moderee. la premiere phase a 
2|la seconde phase, de maniere h obtenir, une sus- 
pension colloTdale de liposomes, (4) si Ton' desire, 
on elimine tout ou partie du solvant ou du melange 
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